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LA CÉROÏDE-LIPOFUSCINOSE DE 
L’AMERICAN STAFFORDSHIRE TERRIER
NEURONAL CEROID LIPOFUSCINOSIS IN 
AMERICAN STAFFORDSHIRE TERRIERS
Par Marie ABITBOL1
(Communication présentée le 7 avril 2011)
Les céroïdes-lipofuscinoses neuronales (CLNs) humaines constituent un groupe d’encéphalopathies
progressives et héréditaires caractérisées par une perte progressive de la vue, une dégradation des
fonctions motrices et mentales, des crises épileptiformes et un décès prématuré. Les chiens de race
American Staffordshire Terrier (AST) présentent une forme adulte et autosomique récessive de CLN
qui se traduit par une ataxie statique et dynamique incurable, nécessitant l’euthanasie de l’animal
à un stade avancé de la maladie. Grâce à une étude d’association et de liaison menée chez un grand
nombre d’AST, une mutation dans le gène de l’arylsulfatase G a été découverte chez les chiens atteints.
Elle provoque le remplacement d’un acide aminé dans la protéine et conduit à une baisse d’activité
de l’activité arylsulfatase de 75% dans les leucocytes des chiens atteints. Ces travaux ont permis de
mettre en place un test de dépistage de la maladie chez l’AST, de révéler l’importance de l’arylsul-
fatase G dans l’homéostasie neuronale et d’identifier une famille de gènes candidats pour les formes
adultes de CLN humaines.
Mots–clés : chien, héréditaire, ADN, neurone, céroïde-lipofuscinose, ataxie, cervelet.
RÉSUMÉ
(1) UMR955 INRA-ENVA Génétique fonctionnelle et médicale, École Nationale Vétérinaire 7, Avenue du Général de Gaulle 94704 Maisons-Alfort.
Neuronal ceroid lipofuscinoses (NCLs) represent a group of inherited progressive encephalopathies
characterized by progressive loss of vision, mental or motor deterioration, epileptic seizures and pre-
mature death. A spontaneous canine model of adult American Staffordshire Terriers developing an
autosomal recessive NCL has been described. Through a combined genome-wide association and link-
age study, a worldwide breed-specific variant in the arylsulfatase G (ARSG) gene was identified. ARSG
encodes a lysosomal sulfatase. The variant causes a non-conservative amino-acid substitution in the
protein. The missense substitution leads to a 75% sulfatase activity decrease in leucocytes from affected
dogs. These results unravel the key role played by ARSG in NCL and neuronal homeostasis and sug-
gest that sulfatase activity might be evaluated in human patients affected by late-onset forms of NCL.
Further, a canine genomic predictive DNA-test has been developed to serve the future of the breed.
Key words: dog, inherited disease, DNA, neuron, lipofuscinosis, ataxia, cerebellum.
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Chez l’homme, les CLNs constituent un groupe de maladies
neurodégénératives caractérisées par diverses altérations neu-
rologiques et l’accumulation intracellulaire d’une substance
auto-fluorescente. Elles représentent le groupe le plus fréquent
d’encéphalopathies chez les enfants (Jalanko & Braulke,
2009). Dix pour cent d’entre elles sont des formes sporadiques
ou héréditaires de l’adulte, appelées « maladie de Kufs »
(Berkovic et al. 1988 ; Haltia 2006 ; Lewandowska et al. 2009).
À l’exception de rares formes adultes autosomiques dominantes,
elles ont un mode de transmission autosomique récessif et sont
classées en 10 formes génétiques désignées CLN1 à CLN10.
Huit formes de CLNs ont été caractérisées au niveau molé-
culaire : CLN1 à CLN3, CLN5 à CLN8 et CLN10 (Jalanko
& Braulke, 2009). Les gènes responsables de la forme CLN9
et de la maladie de Kufs ou CLN4 ne sont pas encore identi-
fiés. 
Physiopathologie des CLNs
Les CLNs forment un sous-groupe de maladies lysosomiales,
caractérisé par une atteinte presque exclusivement neuronale.
Les neurones post-mitotiques étant des cellules métaboliquement
très actives, le matériel de stockage résultant de l’atteinte lyso-
somiale ne peut pas être dilué par division des neurones chez les
individus atteints de CLN. Le matériel de stockage lysosomial
produit des dommages cellulaires et un stress oxydatif respon-
sables de l’apoptose des neurones (Bellettato & Scarpa, 2010).
Si de nombreuses protéines à l’origine des CLNs ont été iden-
tifiées, les mécanismes physiopathologiques qui conduisent du
dysfonctionnement protéique à la mort neuronale restent lar-
gement méconnus. Cependant, il a été montré que la protéine
de la forme CLN2 est une enzyme lysosomiale dont les différents
substrats n’ont pas été retrouvés dans le matériel de stockage pré-
senté par les patients (Jalanko & Braulke, 2009). De façon plus
générale, de nombreuses protéines CLN lysosomiales et non lyso-
somiales sont impliquées dans des mécanismes faisant interve-
nir des compartiments cellulaires autres que les lysosomes
(Bellettato & Scarpa, 2010). De plus, un matériel de stockage
auto-fluorescent, comparable à celui identifié dans les CLNs, a
été mis en évidence dans des lymphoblastes traités par un
agent pharmacologique inhibant l’assemblage des microtubules
(Seehafer & Pearce, 2009). Ainsi, à l’heure actuelle, il est pos-
tulé que les trois principaux mécanismes cellulaires impliqués
dans la physiopathologie des CLNs sont le trafic intracellulaire
et membranaire, l’autophagie et l’homéostasie calcique :
- il a été montré que des protéines associées au cytosquelette
étaient anormales dans les neurones atteints des formes
CLN1 et CLN5 (von Schantz et al. 2008) et que la protéine
de la forme CLN1 (ou protéine CLN1) modulerait les premiers
stades de l’endocytose (Saja et al. 2010) ;
- une diminution de l’autophagie, résultant d’une inhibition de
la fusion entre autophagosomes et lysosomes a été observée
dans la plupart des CLNs (Bellettato & Scarpa, 2010). En
conséquence, des protéines polyubiquitinylées et des mito-
chondries lésées (sources potentielles de radicaux libres)
s’accumulent dans les neurones, le stress du réticulum endo-
plasmique est activé et ces phénomènes convergent vers
l’apoptose du neurone (Zhao & Ackerman, 2006 ; Bellettato
& Scarpa, 2010) ; 
- un dysfonctionnement lysosomial peut induire la mort cel-
lulaire via une dérégulation de l’homéostasie du calcium. Une
concentration élevée de calcium est cytotoxique. Des protéines
spécialisées des compartiments mitochondriaux et du réticu-
lum endoplasmique, en particulier, régulent les flux de calcium.
Un exemple de perturbation du flux calcique a été rapporté
dans les neurones déficients en protéine CLN3 (Luiro et al.
2006). 
En conclusion, ces trois mécanismes sont certainement inter-
connectés : par exemple, il a été mis en évidence que la pro-
téine de la forme CLN5 interagissait avec les protéines des
formes CLN1, CLN2, CLN3, CLN6 et CLN8 (Lyly et al. 2009).
LA CLN DE L’AMERICAN STAFFORDSHIRE
TERRIER (AST)
Un grand nombre de modèles animaux de CLNs ont été
décrits. La plupart modélisent bien les formes juvéniles et infan-
tiles (www.caninegeneticdiseases.net/CL_site/mainCL.htm et
Fiske & Storts, 1988 ; Jalanko & Braulke 2009 ; Kawamura et
al. 2009).
Une ataxie cérébelleuse chez l’AST
Chez l’AST, une ataxie cérébelleuse, également appelée abio-
trophie cérébelleuse, a été décrite dès 2003, en Europe et aux
USA (Hanzlicek et al. 2003 ; Olby et al. 2004). Les chiens
atteints présentaient, en début d’évolution de la maladie, une
ataxie discrète qui se manifestait surtout lors de changements
de direction (angle d’une rue, d’un couloir), lors de la montée
ou la descente d’escaliers, de plans inclinés ou encore lors de
la nage. Cette apparente maladresse évoluait vers une ataxie per-
manente de plus en plus marquée. Les chiens présentaient alors
une astasie (trouble de l’équilibre au repos, figure 1) et une
hypermétrie, surtout marquée sur les membres antérieurs. La
montée des escaliers devenait difficile, voire impossible.
Certains chiens portaient la tête discrètement inclinée alter-
nativement d’un côté ou de l’autre. Un nystagmus était fré-
quemment déclenché soit lors d’hyperextension cervicale, soit
en faisant rouler le chien sur le dos, et chez certains ASTs, on
a observé la présence de tremblements intentionnels de tout le
corps. En fin d’évolution, la stabilité du regard était perdue, les
chiens devenaient incapables de se mouvoir et de se nourrir seul.
Il n’a jamais été mis en évidence de modification comporte-
mentale, mise à part une certaine indifférence à l’environne-
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ment, en fin d’évolution de la maladie. La majorité des chiens
atteints a présenté les premiers symptômes de l’ataxie entre les
âges de trois à cinq ans (Olby et al. 2004, Abitbol et al. 2010).
La maladie évoluait de quelques mois à plusieurs années et une
euthanasie de l’animal était généralement pratiquée, à la
demande du propriétaire, en fin d’évolution.
Les chiens ataxiques présentent une CLN
À l’École Nationale Vétérinaire d’Alfort (ENVA), un pro-
gramme de recherche sur l’ataxie cérébelleuse de l’AST a été mis
en œuvre, en 2000, par le Pr Stéphane Blot (laboratoire
de Neurobiologie). Une collaboration avec le laboratoire
du Dr Natasha Olby, de l’Université de Caroline du
Nord, aux USA (Olby et al. 2004), a permis de collec-
ter des informations génétiques et phénotypiques chez
138 ASTs nés en France et aux USA. Soixante dix pour
cent des chiens avaient présenté les premiers signes
d’ataxie entre trois et cinq ans. Les 58 chiens qui ont été
examinés en imagerie par résonnance magnétique ont
présenté une réduction de la taille du cervelet et un
approfondissement des sillons cérébelleux. L’étude his-
tologique de coupes de cervelet a montré une diminu-
tion très importante, voire une disparition d’une caté-
gorie de neurones, les cellules de Purkinje. Des
colorations par l’acide périodique Schiff (qui teinte les
hydrates de carbone : cérébrosides et glycogène), le noir
Soudan (qui colore les lipoprotéines) et le bleu de
Luxol (qui colore la myéline et les lipoprotéines), ont
mis en évidence la présence de multiples agrégats cyto-
plasmiques dans les rares cellules de Purkinje restantes
(figure 2), dans les neurones du cortex occipital, du
noyau de l’hypoglosse, du noyau postérieur du thalamus
et dans les cellules pyramidales de l’hippocampe ou corne
d’Amon. Ces agrégats ressemblaient fortement à une accumu-
lation de céroïde-lipofuscine. L’analyse, en microscopie électro-
nique, de cellules de Purkinje présentant cette surcharge a
permis de mettre en évidence des lysosomes anormaux, conte-
nant des inclusions de matériel dense aux électrons, organisés en
bandes linéaires, courbes ou concentriques avec une alternance
de bandes sombres et claires (figure 2). La substance blanche, les
ganglions lymphatiques, la rate et la rétine ne présentaient
aucune anomalie histologiquement visible (Abitbol et al. 2010).
Figure 1 : American Staffordshire Terrier adulte atteint de céroïde-lipofuscinose neuro-
nale. Le polygone de sustentation est augmenté et la tête est discrètement penchée au repos.
(Source : laboratoire de Neurobiologie, ENVA).
Figure 2 : Coupes transversales de cervelet d’un American Staffordshire Terrier (AST) sain (A) et d’un AST atteint de céroïde-lipofusci-
nose neuronale (CLN, B), colorées par l’acide périodique Schiff (PAS) et contre-colorées par l’hémalun éosine. (A) Chez le chien indemne
de CLN, les cellules de Purkinje PAS négatives sont situées entre la couche granulaire et la couche moléculaire. (B) Chez le chien atteint de
CLN, il ne reste que quelques cellules de Purkinje. Les rares cellules de Purkinje (flèches noires) ou débris de Purkinje (triangle noir) présen-
tent une accumulation périnucléaire de matériel PAS positif. (Encart en B) Image en microscopie électronique d’une cellule de Purkinje pré-
sentant un lysosome gorgé d’un matériel de stockage organisé en bandes claires et sombres, concentriques ou courbes. Échelles : 50µm et 250nm
pour l’encart. (D’après Abitbol et al. 2010).
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Une CLN autosomique récessive d’apparition
tardive chez l’AST
Une étude réalisée en 2004, chez cinq chiens suisses non
apparentés atteints d’ataxie cérébelleuse suggéra que l’ataxie
pourrait résulter d’une accumulation de matériel de stockage
auto-fluorescent et donc être une CLN (Siso et al. 2004).
Les résultats cliniques et histologiques, obtenus à l’aide d’une
large cohorte de chiens français et américains, ont permis de
confirmer que l’ataxie cérébelleuse de l’AST était en fait une
CLN. Le mode de transmission autosomique récessif de cette
ataxie, suggéré par l’étude de 2004 (Olby et al. 2004), a été
confirmé par l’analyse de 73 AST français pour lesquels une
information de pedigree complète était disponible (Abitbol et
al. 2010).
Ainsi, les AST américains et français peuvent être atteints d’une
CLN d’apparition tardive, qui se transmet sur un mode auto-
somique récessif. L’AST est le second modèle de CLN hérédi-
taire et tardive caractérisé chez le chien, après le Terrier
Tibétain (Farias et al. 2011).
IDENTIFICATION DE LA MUTATION
RESPONSABLE DE LA CLN
Mise en évidence d’un locus associé et lié à la
CLN, sur le chromosome 9 canin
De façon à cartographier le locus responsable de la CLN, 
77 chiens français ont été génotypés à l’aide de 247 marqueurs
microsatellites répartis de façon homogène sur les chromosomes
du chien. La cohorte était composée de 39 chiens atteints et
de 38 chiens indemnes âgés de plus de trois ans. Un marqueur
microsatellite fortement associé à la CLN (p value = 4,1 x 1013)
a été identifié, il est localisé sur le chromosome 9. L’utilisation
de 14 marqueurs génétiques supplémentaires, situés sur ce
même chromosome, a permis de confirmer l’association. De
manière parallèle, 48 chiens américains, appartenant à une
grande famille, ont été génotypés pour 315
marqueurs microsatellites. Une liaison géné-
tique forte (LOD score maximal de 9,4) a été
mise en évidence dans cette famille entre la
CLN et la même portion du chromosome 9.
Douze chiens atteints et 10 chiens sains ont
ensuite été génotypés à l’aide de la puce
Illumina Infinium Canine SNP170array. Six
marqueurs SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) polymorphes, situés dans la
région du chromosome 9 associée et liée à la
CLN, ont été identifiés et utilisés pour géno-
typer les 77 ASTs français. Un haplotype de
678 kilobases, commun à tous les chiens
malades, a été mis en évidence à la suite de ce
génotypage. En combinant les résultats de
l’haplotype des chiens français et de l’analyse
de liaison effectuée dans la famille de chiens américains, une
région critique de 1039 kilobases, contenant le gène responsable
de la CLN, a été identifiée. Cette région critique contenait neuf
gènes codant des protéines et un gène codant un petit ARN
nucléaire (Abitbol et al. 2010).
Caractérisation des gènes présents dans la
région critique
Afin d’identifier, parmi les neuf gènes candidats présents dans
l’intervalle critique, les gènes potentiellement responsables de
la CLN une fois mutés, une étude de leur profil d’expression et
de leur fonction supposée, a été réalisée. Les données d’ex-
pression et de fonction de ces gènes ont été compilées à partir
des informations présentes dans les bases de données génomiques
humaines et de souris. Les profils d’expression des neuf gènes
ont été réalisés, en RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction), à partir d’échantillons de tissus de chien sain.
A la suite de ces analyses, trois gènes étaient candidats :
ABCA5 (ATP-binding cassette, subfamily A, member 5) en
raison de la présence du marqueur microsatellite le plus asso-
cié à la CLN dans un de ses introns ; ARSG (Arylsulfatase G)
et MAP2K6 (Mitogen-activated protein kinase 6) en raison de leur
expression dans le système nerveux central chez le chien et de
leur rôle possible dans l’homéostasie neuronale. Les exons et les
jonctions intron-exon de ces trois gènes ont été séquencés chez
quatre chiens atteints de CLN et quatre chiens sains. Deux varia-
tions ponctuelles de séquence ont été identifiées entre les chiens
sains et les chiens malades : un SNP synonyme (n’entrainant
pas de changement d’acide aminé dans la protéine) dans
ABCA5 et un SNP non synonyme (entrainant un changement
d’acide aminé dans la protéine) dans l’exon 2 du gène ARSG,
appelé ARSG-SNP (Abitbol et al. 2010).
Identification d’un variant génétique
fortement associé à la CLN
Les 138 chiens atteints de CLN et 181 chiens sains ont été géno-
typés pour le variantARSG-SNP. Tous les chiens atteints étaient






locus ARSG-SNP G/G G/A A/A G/G G/A A/A














(n = 3) 0 0
100%
(n = 72)
Tableau 1 : Fréquence des génotypes pour le SNP situé dans le gène ARSG, chez des ASTs sains
et atteints de céroïde-lipofuscinose neuronale (D’après Abitbol et al. 2010).
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sains étaient hétérozygotes A/G et 47% des chiens sains
(86/181) étaient homozygotes pour l’allèle G (tableau 1). Le
génotypage de 525 chiens appartenant à 54 autres races que
l’AST n’a pas permis de mettre en évidence l’allèle A chez ces
chiens. Ce variant semblait donc spécifique à la race AST et
fortement associé à la CLN. Cependant, quatre chiens appar-
tenant au groupe des chiens sains ont été génotypes A/A pour
le SNP. Trois de ces chiens, âgés de neuf ans au moment de l’ana-
lyse (juin 2010) n’ont pas pu être examinés par imagerie par réso-
nance magnétique, leur propriétaire n’ayant pas donné leur
accord. Le quatrième est mort à l’âge de 13 ans d’une maladie
non neurologique. L’analyse histologique de coupes de son cer-
velet a permis de mettre en évidence une accumulation modé-
rée de céroïde-lipofuscine dans les cellules de Purkinje, diffé-
rente de celle observée en routine chez les chiens âgés. Cette
accumulation fut considérée comme une conséquence subcli-
nique de l’expressivité réduite de la mutation.
Ainsi, l’analyse de la ségrégation du SNP présent dans le gène
de l’ARSG, dans de nombreuses races canines, a permis de
mettre en évidence son association spécifique à la CLN chez
les ASTs (Abitbol et al. 2010).
Caractérisation fonctionnelle du variant
associé à la CLN
Le SNP identifié dans le gène ARSG et spécifiquement associé
à la CLN chez les ASTs, provoque un changement d’une arginine
en une histidine, en position 99 dans la protéine ARSG. L’ARSG
appartient à une famille de sulfatases, conservée chez les méta-
zoaires (Sardiello et al. 2005). Il s’agit d’une enzyme lysosomiale
caractérisée récemment (Frese et al. 2008). Un alignement des
séquences protéiques des arylsulfatases humaines fonctionnelles
(ARSA à ARSF) avec l’ARSG canine et six arylsulfatases de méta-
zoaires (souris, poule, poisson Taxifugu rubripes, poisson Danio rerio,
nématode Caenorhabditis elegans et ascidie Ciona intestinalis) a
montré que l’arginine 99 de l’ARSG canine est hautement
conservée entre toutes ces espèces et qu’elle est située à proximité
du site catalytique de l’enzyme (Ghosh 2005). De plus, l’arginine
99 de l’ARSG canine correspond à l’arginine 84 de l’arylsulfatase
A (ARSA) humaine. Deux mutations conduisant à un rempla-
cement de cette arginine 84 ont été décrites chez l’homme. Elles
provoquent une baisse de l’activité catalytique de l’ARSA et se
traduisent cliniquement par l’apparition d’une maladie neuro-
dégénérative appelée leucodystrophie métachromatique (Kappler
et al. 1992 ; Gort et al. 1999 ; Biffi et al. 2008). Notons enfin que
des mutations dans six sulfatases lysosomiales ont été décrites et
qu’elles conduisent à des maladies de stockage lysosomiales qui
ne sont pas des CLNs (Sardiello et al. 2005 ; Frese et al. 2008).
Les conséquences fonctionnelles du changement d’acide aminé
dans l’ARSG des chiens atteints de CLN ont été testées dans
un modèle cellulaire, puis in vivo. L’activité de l’ARSG envers
un de ses substrats artificiels, le paranitrocatécholsulfate, a été
évaluée dans des cellules surexprimant l’ARSG humaine nor-
male et dans des cellules surexprimant l’ARSG humaine por-
tant la mutation canine (une histidine en position 99 au lieu
d’une arginine). Dans ce modèle cellulaire, l’activité spécifique
de l’ARSG mutée n’a atteint que 18 % de l’activité mesurée chez
les cellules surexprimant l’enzyme normale et elle ne différait
pas de l’activité enzymatique mesurée dans les cellules témoins
qui ne surexprimaient ni l’ARSG normale ni l’ARSG mutée.
Le gène ARSG ayant un profil
d’expression ubiquitaire, il a été
possible de mesurer l’activité de
l’ARSG in vivo chez des ASTs
atteints de CLN et chez des
témoins sains. L’activité enzyma-
tique de l’ARSG, envers le para-
nitrocatécholsulfate, a été évaluée
dans des lymphocytes de chiens
prélevés par ponction sanguine et
mis en culture (figure 3). L’activité
de l’enzyme, chez les cinq chiens
atteints de CLN et homozygotes
pour l’allèle muté de ARSG-SNP
(allèle A) était réduite de 75%
par rapport à l’activité de l’en-
zyme chez les cinq chiens sains
homozygotes pour l’allèle sauvage
de ARSG-SNP (allèle G).
Ainsi, le changement de l’argi-
nine 99 par une histidine, dans
l’ARSG canine, conduit à une
réduction drastique de l’activité de
l’enzyme (Abitbol et al. 2010).
Figure 3 : Activité arylsulfatase G dans les lymphocytes de cinq chiens American Staffordshire Terrier sains homo-
zygotes G pour ARSG-SNP et de cinq chiens atteints de céroïde-lipofuscinose neuronale (CLN), homozygotes A pour
ARSG-SNP. L’incubation avec le substrat artificiel para-nitrocatécholsulfate a duré une heure. Les barres verticales
représentent les erreurs standard à la moyenne (Source : UMR955 INRA-ENVA Génétique Fonctionnelle et Médicale).
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CONCLUSION : UNE MUTATION DANS LE
GÈNE DE L’ARYSULFATASE G, RESPONSABLE
DE LA CLN
L’étude phénotypique de l’ataxie cérébelleuse de l’AST a
permis de révéler l’origine de cette maladie, due à une accu-
mulation de céroïde-lipofuscine dans les neurones et à la dis-
parition des cellules de Purkinje, chez les chiens atteints. Les
ASTs ataxiques présentent donc une CLN d’apparition tardive.
L’étude génétique de la maladie a mis en évidence le mode de
transmission autosomique récessif de cette CLN et la mutation
causale. Les ASTs atteints de CLN présentent, à l’état homo-
zygote, une mutation dans l’exon 2 du gène ARSG. Cette muta-
tion conduit à un changement d’acide aminé dans la protéine,
qui provoque une baisse de 75% de l’activité arylsulfatase de l’en-
zyme (Abitbol et al. 2010).
La mise en évidence de cette mutation a permis le développe-
ment et la commercialisation d’un test génétique de dépistage
de la maladie chez les ASTs (www.antagene.com). Ce test est
utilisé par les éleveurs pour déterminer le statut de leurs repro-
ducteurs et adapter les accouplements.
La CLN de l’AST représente le second modèle canin de CLN
d’apparition tardive, pour les CLNs humaines adultes (mala-
die de Kufs), dont l’étiologie moléculaire reste inconnue à ce
jour. L’analyse du gène ARSG dans des familles où ségrége une
CLN d’origine indéterminée et chez des patients atteints de
maladie de Kufs est en cours.
Enfin, le modèle canin AST représente le premier exemple de
déficience en sulfatase lysosomiale conduisant à une CLN. Il
offre une occasion unique d’établir un lien fonctionnel, encore
non élucidé à ce jour, entre l’activité sulfatase lysosomiale et
les protéines CLN.
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